POLIMORFISTIE GEN TNF-q G-238A DAN IL-4 T-34C SERTA HUBUNGAN DENGAN KADAR IL-4 DAN TNF-q PASIEN PENYAKIT GRAVES by Raveinal, Raveinal et al.
POLiMORFISTIE GEN TNF-q G-238A DAN !L-4 T-34C
SERTA HUBUNGAN DENGAN KADAR IL.4 DAN TNF-q
PASIEN PENYAKIT GRAVHS
Raveinall, Siti Nurhajjahz, Dwitya Elviral, Suci Maulida
1 Sub bagian alergi imunologi ilrnu penyakit dalam FK UNAND / RS M Jamil Padang
2. Bagian Anatomi FK UNAND Padang
ABSTRAK
Pendahuluan: Penyakit Graves adalah hipertiraidisme ditandai pembesaran tiroid difus dengan
penyebab imunologi. Kondisi autoimun dengan adanya antibodi lmunoglobuiin G (lgG) yang
mengikat dan mengaktifkan reseptor tirotropin. Pemberian PTU dapat menurunkan hormon
tiroid mencapai normal akan tetapi kadar lL-4 tidak pernah mencapai nilai normal. Penyakit
Grav,es di Taiwan didapatkan polimorfisme gen promotor sitokin TNF-o G-238A, sedangkan
gen iL4 tidak berbeda tlibanding kontrol sehat. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui dan
m-.nganalisr polimorfrsme TNF-o G-238A dan gen ll-i T-34C serta hubungannya dengan
aniibcCr tiroid, kadar lL-4 dan TNF-o pasien penyakit Graves.
Metode: Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif analitik, dengan jumlah sampel 35 orang
pasren oenyakit Graves di RSUP Dr. M. Djamil Padang. Darah vena diambil sebanyak 1Occ
unt-rk isolasi DNA, kadar TNF-o dan lL-4. Pemeriksaan polimorfisme gen gen TNF-o G-238A
dan iL-4 T-34C dengan teknik PCR-RFLP mengunakan enzym retriksi /'lzlsp/ dan Mnll serta
dielektroporesis pada agarose 2o/o. Pemeriksaan TNF-q cian kadar IL-4 rnengunakan teknik
ELISA. Analisis statistik untuk polimorfisn:e gen ciengan uji Chi-Square dan untuk melihat
hubungan antar variabel menggunakan uji ANOVA.
Hasil: Didapatkan polimorfisme TNF-o G-238A dengan distribusi alel GG t91,4%), GA (8,6%)
dan AA (0%). Frekuensi alel G adalah 95,99/o dan alel A 4,3%.Rerata kadar TNF-o adalah 62,8
t 16,6 pg/ml. Polimorfisme gen lL-4 T-34C dengan distribusi alel TT t28,6 % ),TC ( 28,6 oA ),
CC (42,9 %). Frekuensi alel T adalah 42,9 % dan alel C adalah 57,1 %. Rerata kadar lL-4
adalah sebesar 22,8 t9,4 pg/ml.
Kesimpulan: penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pr:limorfisme gen lL-4 T-34C lebih tinggi
drCapatkan pada penderita penyakit Graves dan terdapat kaiian antara polimorfisme gen ini
denEan peningkatan kadar iL-4. Kem';ngkinan adanya kaitan antara polimorfisme gen lL-4
T-34C dengan kejadian penyakit Graves.
Kata Kunci: polimorfisme gen TNF-o G.238A, poiimcrfisme gen lL-4 T-34C, kadar !L4, kadar
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PENDAHULUAN
Penyebab terbanyak tirotoksikosis ada-
lah penyakit Graves. Penyakit Graves 5-10
kali lebih sering pada perempuan dibanding
laki-laki. lnsiden penyakit ini di Eropa berkisar
1 sarnpai 2ok dari semua penduduk dewasa.
Penyakit Graves di Amerika t1o/o dan 20-
27l10AA perempuan dan 1 ,5-2,511000 laki-
laki dilaporkan di lnggris (Djokomoeljanto
2007).
Prevalensi hipertiroidisme cji lndo-
nesia beium dikeiahui. namun hasii peneiitian
di RSUP M Djamil Padang selama 9 bulan
pada tahun 2012 c:lemukan seki:ar 25 pasie n
baru penyakii Graves iAr-oiles dxk.2A12)
Penyakit Gra'res adalan hrcenii'oicts-
me ditanCai pen besaran irrclC Cifus iengan
penyebab inrunoiogr. Penyakit Graves
merupakan kondrsi autoimun Cimana terben-
tuknya anti-bcdi !mr.,rnoglobulin G (lgG)
yang mengikat dan mengaktifkan reseptcr
tirotropin disebut thyroid-stimuiating antibady(TSAb) yang menyebabkan hipertrofi dan
niperplasia foiikuler yang berakibat mem-
besarnya kelenjar dan meningkatnya produk-
sr hormon tircid. Fenyebab penyaklt Graves
*rulti-faktcriai. aCa kerentanan genetik sei-ia
lnteraksi aniara faktcr endcgen dan faktor
iingkungan tDharmana, 2AA7 i.
Prcses imunclog: oiperkirakan karena
r-endahnya klonal sel T supi'esor (Ts) secara
Eenetik yang bertanggung jawab terhadapprociuksi TSAb. Penyebab tirotci<sikcsts
ialan rerusaxan fungsi sei limfosit T supresor
(Ts; sebagai sei regulatoi yang mengatur
akiivasi dan nieneKan fungsi sel B (Metchick
ei al. 2005i.
Sel T ber-pei'an pada inflamasi, aktivasi
makrofag daiam fagositosis, aktivasi cjen
proliferasi sel B dalam produksi 
=ntibodiSiiokin yang dipro-duksi oleh sel Th2 akan
membantu di-ferensiasi sel B menjadi sei
plasma yang mensekresi antibodi" Penyakit
Graves umumnya dihubungkan deng-an
penyakii predominan Th2.
Faktor genetik menimbulkan Th2
dominan pada penyakit Graves. Muiasi pada
gen dari ligan-ligan dan reseptor-resepteir
lni ciapat menimbul-kan efek !"espon imun.
Sitokin diproduksi oleh limfosit intrat!i"r:idal
meng-induksi dan mempei-tahanka* prosss
autolmun oada penyakit Graves.
interieukin-4 (lL-4) merupakan bagian
dari sitokin tipe 2 yang mem-produksi
2
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antibodi dan i-espon alergi. Paschce dkk
menemukan berbagai pola peningkatan
akumuiasi lL-2, lL-4, lL-10 & INF- y pada
spesimen operas! tiroid dari pasien Gi"aves.
Peranan aktivitas sel T bertanggung iawabdalam rnenimbulkan F<erusakan autoimun
dominan mernproduksi lL-4. lL-4 merupakan
sitckin yang dihasilkan sel limfcsit Th yang
mempunyai peranan dalam aktivasi sei B
untuk membentuk antibodi. lL-4 menginduksi
perubahan isotipe ke lgG1, igG3, lgG4
dan lgE. iL-4 menstimulasi jur:':lah isotipe
lmmunog!obulin G-secre/rng cells (igG3"
SCs) yang dihubungkan Cengan derajat
berainya penyakit Graves dan kadar TRAb
cisamping dapat juga rnerubah ke lgGl yang
b!sa mensiimulasi produ!.ts! TRAb secafa
efektif (Jcnes et al, 1999: Paschke et al,
1994,\.
Th2 nrensekresi !L-4, lL-5, !L-10 dan lL-
13 yang menginduksi pem-bentui<an antibodi.
Penyakit Graves akan mengeksaserbasi
respon imun dan rnenimbuikan inflamasi.
Fenelitian Fisfalen l\4E dkk {19S7} padapasierr t!roiditis F'iashimoto dan penyakit
Graves, didapatkan 53% klon ThO berasal
dari pasien penyakit Graves dan reaktif
terhadap human reeambinant TSH-receptor
extra-cellu!ar damain (TSH-R). Sebagian
besar klon ThZ (82%) reaktif dan terbukti dari
darah perifer dan 64% klon ini memprcduksi
lL-4 dan lL-10
Manifestasi klinis penyakit Graves
meiiputi gejala hipertiroidisi::e, pembesaran
kelenjar tiroid dlfus, optalmopati infiltratif,
dan dermopati (Suastika. 2009). Pengobatan
yang tepat untuk hipertiroidisme dan prog-
nosis tei'gantung eiioiogi. Pengobatan
tii'oioksikosis dengan obat anti tlroid, B-
biokel ablasi radiasi iodin dan pembedahan
(Djokomoeijanto, 2007; Suastika, 2009;
Metchick et al, 20051.
Fengobatan medikamentosa yang laz-
im digunakan ada!ah golongan tionamid
terutama proplltiourasil (PTU)" Efek
PTU menghalangi proses hormogenesis
intratiroid, mengurangi disregulasi imun
intratiroid serta konversi perifer dari T4
menjadi T3, bersifat immunosupresif dengan
nne-nekan produksi TSAb melalui kerjanya
rile!'n p€nEaru h i aktifitas sel T ! imfosit kelenj a r
tir"oid. Efek irnmunosupresif PTU nrelalui
induksi apoptosis leukosit intratiroid dan
menurunkan jumlah sel-sel Th dan natural
kiiler (NK) Kekambuhan lebih sering
terjadi pada perokok, ukuran gondok besar
cjan TRAb positif pada akhrr terapi. Terapijarrgka panjang memerlukan monitoring
terhadap reaksi alergi, agranulositosis &
hepatotoksik. Pada peng-hent!kan teraoi,
angka kekambuhan sangat tinggi (50-
S0%i. Terapi pe;neiiharaan pada penderita
penyakit Graves akan berpengaruh terhadap
kadar- lL-4, lgE dan TSAb (Metchick et al,
2005; Dharmana, 2A07). Proses imunologis
depat masih terus berlangsung pada saat
kadar hormon tiroid dalam serum telah
normal. Penghentran pengobatan pada saat
ini i;erisiko terladinya kekambuhan dalarn
waktu singkat.
Dominasi lL-4 berperan penting pada
peningkatan TRA.b, igE dan berhucungan
dengan deralat beratnya penyakit Graves
.vang ciisebabkan karena lL4 ntenginduksi
pei-ubahan ke isoiipe lgG1, lgG3, lgG4 dan
igE sehingga berperan dalam perkernbangan,
progresivitas dan pemelihara-an penyakit
Graves.
Penelitian Ardiies dkk (2012) menda-
paikan setelah pemberian PTU selama 3
buian dan 9 bulan terdapat penurunan hor-
mcn tir-oid mencapai nor;-nal akan tetapi kadar
lL{ tidak pernah mencapai nilai normal.
Shiau el al (2011) mendapat-kan gen
piomotor sitokin TNF-q G-238A dan G-308A
ber-hubungan erat dengan kejadian penyakit
Graves di Taiwan, sedang-kan gen lL-4 dan
iL-6 tidak berbeda dibanding kontrol sehat.
Veeramuthumari (2011) di lndia Selatan
nienCapatkan mutan G alel lebih sering d!
tenrukan pada pasien penyakit Graves dan
cisimpulkan bahwa polimorfisme gen CTLA-
4 berh',ibungan dengan penyakit ini.
Berdasarkan iatar belakang oeneliti ingin
nengeiahui polimorfisme TN F-q G-238A dan
ceil lL-4 T-34C serta hubungannya dengan
arrtibodi tir"oid, kadar lL-4, dan TNF-o pada
pasien penyakit Graves.
M=TODE PENELITIAN
Jenis penelitian ini adalah penelitian
arai:iik .dengan pendei<atan cros-< sectional
s:udy. cJengan jumiah santpel yang akan
::ielii sebanyak 35 orang pasien penyakit
Cr:ves di RSUP Dr. f\,4. D;amil Padang.
L:::ah vena diambil sebanyak 1Occ, lsolasi
DNA n-rengunakan kit isolasi Roche. lsolasi
Dt'lA sesuai dengan prosedur Roche.
Pemeriksaan polimorfisme gen TNF-q
Raveinal dkk 'Polimorfisme Gen Tnf-A G-238A dan ll-4 T-34C
G-238A dan lL-4 T-34C dengan teknik PCR-
RFLP mengguna-kan enzym retriksi Mspl
Can Mnllserta dielektroporesis pada agarose
Zo/a. Pemer-iksaan antibodi Tiroid dan kadar
lL-4 mengunakan teknik ELISA. Pembuatan
campuran PCF. untuk satu reaksi, terdiri
dari master mix PCR, HrO atau aquabides,
Bufter PCR, Il4gCl' dNTPs, enzim Amplitaq.
Primer gen TNF-o G-238A Primer F (fonruard)
5'-AGAAGACCCCCCTCGGAACC-3' PrimerR (reverse) S'-TTGGGGACACAAGCA
TCAAGG-3' dengan besar produk
PCR 75bp. Gen lL-4 T-34C Primer F
5'-CTCATTTTCCGTCGGTTTCAG C-3"dan Primer R S'GAAGCAGTTGGGA
CGTGAGA-3' dengan besar produk PCR
150bp. Kemudian campuran PCR dimasukan
ke daiam mesin PCR (Roche), sebanyak 35
siklus.
Pemeriksaan RFLP gen TNF-o G-238A
cian gen lL-4 T-34C. Produk PCR dipotong
dengan mengunakan enzim Mspl untuk gen
TNF-q G-238A dan enzim Mnl/ untuk gen
lL4 T-34C kemudian dilanjut dengan proses
elektroporesis
Analisis statistik untuk polimorfisme
gen dengan u.ii Chi-Square dan untuk
melihat hubungan antar variabel dengan
mengunakan ujiANOVA.
HASIL PENELffnN
Jurnlah sampel dalam penelitian ini
adalah sebanyak 35 orang penderita penya-
kit Graves, Penderita penyakit Graves dida-
patkan di RSUF Dr. M.Djamil Padang dan
RS Yos Sudarso Padang. Sampel penderita
penvakit Graves yang Catang ke rumah
sakit tersebut dijadikan sebagai sampe!
sampa! memenuhi jumlah minimal sampel.
Karateristik subyek penelitian dapat dilihat
pada'rabe! 1 berikut ini.



















Pada tabel 1 dapat dilihat karakteristik
subyek pada penelitian ini, dimana ditemukanjenis kelamin perempuan lebih banyak men-
derita penyakit Graves dibandingkan laki-
laki. Usia penderita penyakit Graves lebih
sering terjadi pada usia diatas 40 tahun yaitu
sebanyak 15 orang (42,9 % ).
Polimorfisme gen lL4 T-34C dan TNF-c
G-238A
Hasil pemeriksaan polimorfisme gen
lL-4 T-34C dan TNF-o G-238A dapat dilihat
pada tabel 2. Polimorfisme gen lL-4 T-34C
ditemukan 3 alel yaitu alel dengan genotip TT,
genotip TC, dan genotip CC. Polirnorfisme
gen TNF-o G-238A ditemukan 3 alel yaitu
alel dengan genotip GG, genotip GA, dan
genotip AA.




n (35) f (%)
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Kejadian polimorfisme gen lL-4 T-34C
pada penyakit Graves dapat dilihat pada tabel
2 dimana tampak sebagian besar alel dengan
genotip TT yaitu ditemukan sebanyak 10
kasus (28,6%) dan alel genotip TC 10 kasus
(28,6%) dan 15 kasus alel dengan genotip
CC (42,9%). Frekuensi masing-masing alel
dari gen ini adalah alei T sebanyak 52,9%
dan alel C sebanyak 57,1%.
Polimorfisme gen TNF-o G-238C juga
didapatkan jumlah alel dengan genotip
GG yaitu 32 kasus (91,4%), genotiP GA
sebanyak 3 kasus (8,6%) dan tanpa kasus
genotlp AA (0 %). Frekuensi alel untuk gen
TNF-s G-238C adalah alel G sebanyak 95,9
o/o dan alel A sebanyak 4,3 a/o.
Hasil penelitian ini didapatkan bahwa
polimorfisme gen lL-4 T-34C lebih besar
yaitu sebesar 57,1 ok, dibandingkan gen
TNF-s G-238C sebanyak 8,5 %.
Rerata kadar lL4 dengan polimorfisme
gen lL-4 T-34C adalah 25,43 t 12,05 pg/ml
dibandingkan tanpa polimorfisme lL-4 T-34C
yaitu 1 9,44 t 2,22pglml. Rerata kadar TNF-o
dengan polimorfisme gen TNF-o G-238C
adalah 57,18 t 8,09 pg/ml di bandingkan
tanpa polimorfisme gen TNF-q G-238C yaitu
64,14 i 18,04 pg/ml
Gambar 1. Hasil PCR dan restriksi gen
dengan enzim Mn!l'
Kadar lL4 dan TNF-q
Hasil Ellisa untuk melihat kadar iL-4
dan TNF-o penderita penyakit Graves dapat
dilihat pada tabei 3.
Pada tabel 3, ciapat dilihat nilai reraia
kadar lL-4 adalah sebesar 22,77 t 9,43 pg/
ml, sedangkan rerata kadar TNF-o yang



































Tabel 3, Kadar lL4 dan TNF-q
Raveinaldkk Polimorfisme Gen Tnf-A G-238A dan l14 T-34C
tinggi ciibandingkan dengan polimorfisme
gen lL-4 T-34C. Polimorfisme gen ini me-
nyebabkan peningkatan kadar lL4 yang
diper"ki:'akan mempunyai peranan terjadinya
penyakit Graves. Penelitian Ardiles dkk(2812) mendapatkan bahwa kadar lL4
berhubungan erat dengan penyakit Graves
cjima*a didapa'ikan kadar lL4 selalu di atas
nilai normal vralaupr..ln klinis pasien sudah
perbaikan
Kemungkinan kaitan antara pen ingkatan
kadar ll*4 ini dengan polimorfisme gen lL4
T-34C. Peningkatan kadar lL4 menyebabkan
kerentanan terhadap penyakit Graves"
Shlau et al {2011) mendaPatkan gen
promotor sitokin TNF-o G-238A dan G-308A
berhubungan erat dengan kejadian penyakit
Graves di Taiwan, sedangkan gen lL-4 dan
lL-6 tidak berbeda dibanding kontrol sehat.
Veeramuthumari (2A11) di lndia Selatan
mendapatkan mutan G alel lebih sering di
temukan pada pasien penyakit Graves dan
disimpulkan bahwa polimorfisme gen CTLA-
4 berhubungan dengan penyakit ini.
Perlunya penelitian untuk meiihat
keterkaitan ketidakberhasilan pengobatan
penyakit Graves ini dengan polimorfisme ke-
dua gen ini. Penelitian proteomik juga sangat
dibutuhkan untuk membuktikan keterkaitan
antara polimorfisme beberapa gen ini deng-
an peningkatan ekspresi gen sehingga dite-
mukan apakaii peningkatarr ekpresi protein
ini menyebakan penyakit ini.
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PEMBAHASAN
Pada penelitian ini ditemukan distribusi
aiel polimor.fisme gen lL-4 T-34C iebih tinggi
yaitu sebesar 57,1 ak. Hasil polimorfisme
gen ini !ebih tinggi dibandingkan dengan
yang didapatkan oleh Shiau et al (20i 1) yaitu
sebesar 28,3o/o. Mereka juga menyimpulkan
bahwa polimorfisrne gen lL-4 T-34C tidak
berkaitan dengan kejadian penyakit ini dan
kenrungkinan polimorfisme gen ini tidak
bernubungan ciengan terjadinya penyakit
Graves.
Polimorfisme gen TNF-a G-238A pada
perielitian ini didapatkan sebesar 4,3 o/o 
,
hasil rni lebih rendah dibandingkan penelitian
oleh Shiau dkk ( 2011 ). Penelitian oleh Shiau
et al (2011) mendapatkan 59,4o/o juga lebih
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